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Resumen  
 

Debido a que el hígado está en comunicación directa con el intestino mediante el 

sistema de la vena porta, que suministra el 75 % de la sangre total que recibe, el 

microambiente generado por probióticos puede representar una ventana de 

tratamientos o profilaxis para las enfermedades crónicas como el carcinoma 

hepatocelular. En este trabajo se estudió el efecto de la administración de un 

simbiótico: probiótico Bifidobacterium sp., en combinación con el prebiótico inulina, 

en un modelo de hepatocarcinogénesis química en ratas Wistar. Los animales se 

distribuyeron en 8 grupos, 4 administrados con probiótico, prebiótico, simbiótico y 

un control negativo y otros 3 grupos con las mismas características más la 

administración del carcinógeno dietilnitrosamina (DEN) y un grupo administrado 

solo con DEN llamado control positivo. El tratamiento se llevó a cabo durante 16 

semanas para inducir la formación de nódulos cancerosos en el hígado de la rata 

seguido de dos semanas de descanso. Durante los esquemas de administración el 

peso corporal de los animales administrados con DEN disminuyó en un promedio 

del 8 % del peso sin presentar una diferencia estadística. Los hígados extraídos del 

grupo tratado con DEN presentaron hepatomegalia y; la cantidad de nódulos 

superiores a 1 mm2 detectados mediante el marcador tumoral gamma glutamil 

transferasa (GGT), fue significativamente menor en el grupo que fue administrado 

con simbiótico más DEN comparado con el grupo, control positivo (p = 0.012), así 

como el promedio del tamaño de los nódulos superiores a 1mm2 en los mismos 

grupos con un valor de p = 0.004. La tinción tricrómica de Masson mostró que la 

acumulación de tejido conjuntivo en los grupos con tratamiento (probiótico, 

prebiótico y simbiótico) y administrados con DEN, fue menor que en el control 

positivo. Con la tinción de hematoxilina-eosina se observó que en los grupos 

administrados con DEN se irrumpe el parénquima hepático donde y aquel que se 

administró con simbiótico más DEN fue el menos afectado. Nuestros resultados 

demuestran que el uso de Bifidobacterium sp. e inulina previenen el desarrollo del 

carcinoma hepatocelular debido a que se observó una disminución del tamaño de 

los nódulos en un 85 % con un valor de p = 0.004, así como el porcentaje total de 



 

 
 

área alterada que disminuyó un 36 % con el tratamiento simbiótico en comparación 

del control positivo. Este trabajo abre una gama de posibilidades para estudiar los 

efectos de las bifidobacterias como potencial tratamiento o prevención de 

enfermedades hepáticas como el carcinoma hepatocelular. 



 

 
 

AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES  

 

 

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (Conacyt) por brindarme el 

apoyo económico para mis estudios de maestría.  

 

Agradezco a la Universidad Autónoma Metropolitana (UAM) por aceptarme como 

estudiante de esta institución. 

 

Agradezco al Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN) por el apoyo en 

los análisis requeridos para la elaboración de este trabajo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

AGRADECIMIENTOS PERSONALES  

 

Agradezco mucho a mis compañeros de maestría, Carlos Solís, Guillermo Romero, 

Norberto Vázquez con quienes compartí muchas experiencias y me apoyaron en el 

desarrollo de este trabajo, agradezco también a mis compañeras del laboratorio de 

Ecología Microbiana Mariana, Zak, Vane, Jeny y Michael que mas que compañeros 

fueron como una familia extra, que siempre estuvieron apoyándome y me llevo una 

agradable experiencia, así como mucho aprendizaje. 

Agradezco a mis amigos Luis Alfonso y José por los momentos que me alentaron 

en no abandonar y terminar este trabajo. 

Agradezco también al Dr. Martín por su apoyo, así como a mis sinodales la Dra. 

Sofia Moran y el Dr. Jaime Arellanes por tomarse el tiempo de leer este trabajo, y 

de sus observaciones.  

Por último, a mis tutores la Ma. Marcela Hurtado, el Dr. Julio Pérez por incluirme en 

su lugar de trabajo así como el aprendizaje que me llevo de sus enseñanzas y de 

su siempre apoyo. 

En especial quisiera agradecer a la Dra. María Angelica Gutiérrez Nava por 

aceptarme como su tutorado, sin saber en los problemas en los que estaba por 

tener, pero sobre todo la paciencia, consejos y muchas enseñanzas que muchas 

fueron parte de mi desarrollo profesional y otras de mi desarrollo personal.   

  

                                                                 Gracias.  

 

 

 

 



 

 
 

Contenido 
Resumen .............................................................................................................................. 4 
Introducción ...................................................................................................................... 10 
Marco Teórico ................................................................................................................... 13 

El hígado ........................................................................................................................ 13 
Funciones del hígado ................................................................................................... 14 
Carcinoma Hepatocelular ............................................................................................. 14 
Factores de riesgo ........................................................................................................ 15 
Historia natural de la enfermedad hepática crónica .................................................. 15 
Tratamientos para carcinoma hepatocelular ............................................................. 17 
Eje hígado-intestino ...................................................................................................... 18 
Probióticos .................................................................................................................... 19 
Probióticos y enfermedades del hígado ..................................................................... 19 
Mecanismos de protección mediados por probióticos ante el cáncer .................... 21 
Género Bifidobacterium ............................................................................................... 23 
Prebióticos .................................................................................................................... 25 
Efectos benéficos de los prebióticos ......................................................................... 26 
Inulina ............................................................................................................................ 27 
Complejo Simbiótico .................................................................................................... 28 
Modelos Experimentales .............................................................................................. 29 
El modelo animal de hepatocarcinogénesis de Schiffer .............................. 30 
Gamma glutamil transferasa ........................................................................................ 31 
Técnicas histológicas ................................................................................................... 32 
Tinción de hematoxilina-eosina .................................................................................. 32 
Tinción tricrómica de Masson ..................................................................................... 33 

Planteamiento del problema ............................................................................................ 35 
Hipótesis ........................................................................................................................... 35 
Objetivo general ............................................................................................................... 36 

Objetivos particulares .................................................................................................. 36 
Metodología. ..................................................................................................................... 37 

Microorganismo, medio y condiciones de cultivo ..................................................... 37 
Preparación de las bacterias para administrar .......................................................... 37 
Viabilidad de Bifidobacterium sp. ............................................................................... 38 
Tratamiento experimental en animales de laboratorio .............................................. 38 
Obtención muestras ..................................................................................................... 40 



 

 
 

Histoquímica de GGT ................................................................................................... 41 
Hematoxilina y eosina .................................................................................................. 41 
Tricrómica de Masson .................................................................................................. 41 
Análisis estadístico ...................................................................................................... 42 

Resultados ........................................................................................................................ 43 
Crecimiento bacteriano ................................................................................................ 43 
Tratamiento experimental en animales de laboratorio .............................................. 44 
Control de peso semanal de los grupos experimentales ......................................... 45 
Observación macroscópica de los hígados ............................................................... 48 
Relación del peso del hígado en relación con el peso de los animales. ................. 50 
Histoquímica de la gamma glutamil transferasa ....................................................... 52 
Tinción de Masson ........................................................................................................ 62 

Discusión .......................................................................................................................... 65 
Conclusiones .................................................................................................................... 68 
Bibliografía ........................................................................................................................ 69 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

10 
 

Introducción  

El hígado es el órgano más voluminoso del cuerpo, ya que representa el 2 % del 

peso corporal, que es aproximadamente alrededor de 1.5 kg en un adulto (Guyton, 

2011). Este órgano recibe el suministro de sangre de dos fuentes principales, la 

vena portal que suministra el 80 % de la sangre rica en nutrientes provenientes del 

intestino y la arteria hepática que suministra el 20 % restante con sangre oxigenada 

(Sibulesky, 2013). El sistema portal es muy importante, debido a que en la superficie 

de la luz intestinal se acumulan más de 40 trillones de bacterias. En conjunto, los 

microorganismos del intestino agregan en promedio 600000 genes a cada ser 

humano (WGO, 2017), lo que nos lleva a pensar que la microbiota intestinal tiene 

un papel importante en la homeostasis. 

Dentro de esos billones de microorganismos podemos encontrar un grupo de 

bacterias que cuando se administran en cantidades adecuadas, ejercen un efecto 

benéfico a la salud del hospedero, el nombre de estas bacterias es probióticos. Las 

principales bacterias probióticas utilizadas son aquellas pertenecientes a los 

géneros Bifidobacterium y Lactobacillus (Backhed, 2012).  

En recientes décadas se ha estudiado el papel de los probióticos ante las 

enfermedades hepáticas, como el hígado graso no alcohólico (NAFLD, por sus 

siglas en inglés) y cirrosis, donde algunos experimentos muestran una disminución 

de la concentración de marcadores moleculares de daño hepático como, las 

enzimas alanino transferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y gamma 

glutamil transferasa (GGT); así como también, se ha observado una disminución de 

los niveles séricos de endotoxinas (Lata et al., 2007; Aller et al., 2011; Malaguanera 

et al., 2012). Estas enfermedades incluyendo la fibrosis, son estadios previos a la 

aparición del carcinoma hepatocelular (CHC), una enfermedad que ocupa el cuarto 

lugar como causa de muerte por cáncer a nivel mundial (GLOBOCAN, 2018).  

El tema es de especial interés, debido a que la detección del CHC se presenta en 

etapas avanzadas, en las que los tratamientos no suelen tener pronósticos buenos, 
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por lo que se han estudiado métodos y técnicas para la detección temprana y 

prevención del CHC. Se han estudiado los efectos benéficos que ejercen los 

probióticos y la relación directa que tiene el microambiente creado por estas 

bacterias en el hígado. Por lo que, en el presente proyecto, se evaluó el efecto del 

tratamiento con un simbiótico (probiótico-prebiótico) en un modelo animal de 

hepatocarcinogénesis química, con el apoyo de técnicas histopatológicas como la 

de hematoxilina-eosina y la tricrómica de Masson, así como de marcadores de daño 

hepático, para obtener datos cuantitativos que permitan determinar la influencia del 

tratamiento simbiótico en el desarrollo del CHC. 
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Antecedentes directos   

Dentro del laboratorio de Ecología Microbiana perteneciente a la Universidad 

Autónoma Metropolitana Unidad Xochimilco, en colaboración con el Laboratorio de 

Enfermedades Hepáticas del INMEGEN,  se estudia el efecto de la administración 

de probióticos en modelos de hepatocarcinogénesis química en ratas Wistar, en los 

que se ha observado que al administrar diferentes concentraciones de 

Bifidobacterium sp. (1 x 106 , 1 x 109 y 1 x 1010 UFC) se tiene una influencia en el 

daño causado por el carcinógeno dietilnitrosamina (DEN), donde se observó una 

disminución de las lesiones macroscópicas en tejido hepático así ́como el número 

de nódulos y dimensiones de éstos, y como resultado las lesiones generadas fueron 

más pequeñas, así mismo se ha observado una disminución del número de focos 

GGT positivos y una variación en la expresión de genes involucrados en el proceso 

de inflamación Tnf α, Ptgs 2 e Ilb 1 (Limeta, 2017; Martínez, 2017). 
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Marco Teórico 

El hígado 

Es el órgano más voluminoso del cuerpo y representa el 2 % del peso corporal total, 

es decir, alrededor de 1.5 kg para un adulto. Su unidad funcional básica es el lobulillo 

hepático, una estructura cilíndrica de varios milímetros de longitud y de 0.8 a 2 mm 

de diámetro. El hígado humano contiene entre 50,000 y 100,000 lobulillos, que son 

estructuras de forma hexagonal que consisten en filas de hepatocitos que irradian 

desde una vena central. Dentro de los lobulillos existen vénulas portales que 

reciben, sobre todo, la sangre venosa del tubo digestivo a través de la vena porta; 

el dominio apical de los hepatocitos es adyacente a la triada portal conformada por 

la arteria hepática, el conducto biliar y la vena porta (Figura 1). La vena porta que 

aporta la mayor parte de la sangre que recibe el hígado luego drena en la vena 

central y se transporta fuera del hígado (Sibulesky, 2011; Marieb & Hoehn, 2013). 

  

 

 

 

  

 

 
 
 
 

Figura 1.- Estructura del parénquima hepático. En esta figura se observa un lobulillo hepático, la 
composición de la triada portal conformada por la arteria hepática, la vena portal y el ducto biliar; 

los sinusoides hepáticos y la forma en racimos que presentan los hepatocitos. 
Fuente: Oie et al., 2018 
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Funciones del hígado 

El hígado es un órgano que desempeña funciones de gran importancia en el 

metabolismo del cuerpo humano, además de mantener la homeostasis. De acuerdo 

con Guyton (2011), de las funciones que realiza podemos enlistar las siguientes:  

• Metabolismo de hidratos de carbono  
• Metabolismo de grasas  

• Metabolismo de proteínas  

• Almacenamiento de vitaminas  

• Depósito de hierro en forma de ferritina  

• Producción de proteínas para la coagulación de la sangre  

• Eliminación o depuración de medicamentos  

 

Debido a la diversidad de funciones que desempeña este órgano, es susceptible a 

sufrir daño, ya que está expuesto a diversos factores que lo afectan, como son:  

infecciones virales, exposición a aflotoxinas contenidas en alimentos mal 

almacenados, metabolismo de fármacos, consumo excesivo de alcohol etc. Estos 

factores desencadenan un daño a la estructura de las células hepáticas, lo que 

conduce a la pérdida de sus funciones y por consiguiente al surgimiento de 

diferentes tipos de enfermedades crónicas, tales como esteatohepatitis no 

alcohólica, fibrosis, cirrosis y en etapas muy avanzadas desarrolla el CHC (Kumar 

et al., 2010; Pellicoro et al., 2014). 

 

 

Carcinoma Hepatocelular  

El CHC es el quinto cáncer más común y la cuarta causa de mortalidad relacionada 

con el cáncer a nivel mundial, es la principal causa de muerte relacionada con el 

hígado en todo el mundo, como resultado fue el cuarto lugar en índice de mortalidad 
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con un total de 781,631 defunciones durante el 2018 (Globocan, 2018). En México 

el CHC se ubica en cuarto lugar de muertes después del cáncer de colon, próstata 

y mama, con un número de muertes de 6,868, al año donde se observa un mayor 

índice dentro de la población masculina (Globocan, 2018). Los pacientes con CHC 

tienen un mal pronóstico a pesar de los logros en las técnicas de cirugía y otros 

procedimientos terapéuticos. 

El CHC se desarrolla por daño crónico al hígado, debido a los procesos inflamatorios 

y regenerativos provocados por alguno de los factores que lo causan y al que esté 

expuesto, lo que contribuye a que se desarrolle un proceso de cáncer cuyas etapas 

son la iniciación, promoción y progresión. De todos los casos de CHC, entre el 

ochenta y el noventa por ciento, están relacionados con cirrosis o fibrosis y con 

factores de riesgo bien reconocidos, como son las infecciones por el virus de la 

hepatitis B, hepatitis C, cirrosis alcohólica y la hemocromatosis (White et al., 2016). 

Todos estos datos sugieren la búsqueda de alternativas para la prevención o 

tratamientos con pronósticos más alentadores a los actuales para combatir el CHC. 

 

Factores de riesgo 

Los factores de riesgo más comunes en desarrollar fibrosis, cirrosis hasta generar 

CHC son: la infección crónica con el virus de la hepatitis B (HBV), hepatitis C (HCV), 

aflotoxinas, NASH, obesidad, consumo de alcohol y diabetes mellitus. Estos 

pacientes tienen dos veces más posibilidades de desarrollar CHC en comparación 

con personas sanas (Polesel et al, 2009; Ascha et al, 2010) 

Historia natural de la enfermedad hepática crónica  

Independientemente del origen del factor que daña al hígado, una constante 

exposición al factor causa una lesión iterativa que produce el inicio de un proceso 

inflamatorio; así como también, un excesivo depósito de proteínas de matriz 
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extracelular, que distorsionan la arquitectura del parénquima hepático, lo que lleva 

a la muerte de células parenquimatosas y a la angiogénesis.  

Lo anterior conduce a un estado de fibrosis progresiva, en la que se encuentra una 

disrupción de la arquitectura y una generación aberrante de hepatocitos, que lleva 

a generar a una etapa final conocida como cirrosis, que es caracterizada por la 

hipertensión portal y un excesivo tejido de cicatriz. Algunos hepatocitos afectados 

confinados en nódulos pierden su control del ciclo celular con un crecimiento 

descontrolado que forma el CHC (figura 2). 

 

 

Figura 2. Esquema del daño crónico en hígado (Pellicoro et al., 2014). El hígado al estar en contacto 
iterativo con algún factor de daño crónico sufre un proceso de inflamación constante que con el paso 
del tiempo se transforma en cirrosis y en algunos casos desarrolla carcinoma hepatocelular.  

 

El proceso de hepatocarcinogénesis es lento y depende del daño que el hígado 

recibe, el cual puede tardar de 10 a 50 años, en consecuencia, el pronóstico no 

suele ser alentador y prácticamente más del 95 % de los pacientes mueren a causa 
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de este padecimiento. Este cáncer se encuentra dentro de los principales tipos y 

ocasiona tantas muertes como el cáncer de mama o próstata (Nava, 2017). 

Actualmente el trasplante de hígado es el único tratamiento disponible para la 

insuficiencia hepática o para algunos casos de hepatocarcinoma (Pellicoro et al., 

2014). 

 

Tratamientos para carcinoma hepatocelular 

Las opciones y recomendaciones de tratamiento actuales dependen de varios 

factores como el porcentaje de hígado afectado por el cáncer, la diseminación del 

cáncer, el daño en el área restante del hígado sin cáncer, las preferencias del 

paciente y su estado de salud en general. 

Los tratamientos actuales, de acuerdo con ESMO (2014), son los siguientes:  

• Cirugía  

• Ablación por radiofrecuencia (RFA) 

• Inyección percutánea de etanol 

• Radioterapia 

• Tratamientos dirigidos  

• Quimioembolización  

• Terapia dirigida 

• Inmunoterapia  

 

Actualmente no hay opciones terapéuticas para la prevención del cáncer de hígado, 

sin embargo, es importante hacer conciencia en la población sobre acciones para 

reducir la exposición a los factores de riesgo, como mejorar la alimentación, ya que 

el 90 % de los nutrientes que consumimos llegan directamente al hígado, por lo que 

se recomienda consumir mayor cantidad de fibras y vegetales, reducir el consumo 

de productos con exceso de grasa, reducir el consumo de alcohol, evitar el 
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sobrepeso, practicar ejercicio y prevenir la contaminación de granos con aflatoxinas 

(Secretaria de Salud, 2017). En consecuencia, el estudio del eje hígado-intestino 

representa un objetivo prometedor para los enfoques preventivos. 

 

Eje hígado-intestino  

El intestino posee la superficie de revestimiento epitelial más grande del cuerpo y 

funciona como una interfaz entre el medio externo y el medio interno del organismo 

(Fasano & Shea, 2005). Esta interfaz se encuentra en relación directa con el hígado 

mediante el sistema de la vena porta (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

                            Figura 3.- Eje hígado-intestino a través del sistema portal. 

Dentro del tracto gastrointestinal se alberga un alto y diverso número de 

microorganismos diferentes conocidos como microbiota intestinal. Bacterias, 

archeas, hongos, protozoos y los virus cohabitan e interactúan entre sí con el 

huésped, en particular con células epiteliales e inmunes. Poblaciones de 

microorganismos intestinales han logrado una configuración más o menos definida 

durante la evolución humana, lo que ha facilitado el establecimiento de su relación 

mutualista con el huésped (Sánchez et al., 2017). 
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El número y la diversidad microbiana ha llamado la atención de algunos 
investigadores que consideran este microambiente como un órgano metabolómico, 

un complejo sistema que participa en producción de vitaminas, degradación de los 

ácidos biliares, digestión de nutrientes, inmunidad y junto con la mucosa intestinal 

forma una barrera importante contra los patógenos (Abt & Artis, 2009). Este 

microambiente intestinal se puede modificar por la administración de probióticos y 

parece jugar un papel importante en el porvenir del desarrollo del daño hepático.  

 

Probióticos 

Los probióticos son definidos por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como 

microorganismos vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas, 

confieren un efecto benéfico a la salud del hospedero (Hill et al., 2014). Los 

mecanismos por medio de los cuales ejercen sus beneficios aún no están 

completamente estudiados; sin embargo, se han descrito los siguientes beneficios: 

impiden el crecimiento y la unión de bacterias patógenas, mejoran la función de la 

barrera intestinal, modulan el sistema inmune, inducen citocinas como IL-10 y TGF-

beta y suprimen la síntesis de citocinas proinflamatorias como TNF (Yan et al., 2007; 

Rousseaux et al., 2007; Jones and Versalovic, 2009). 

 

Probióticos y enfermedades del hígado  

Los probióticos se han propuesto como una opción de tratamiento en enfermedades 

hepáticas por su efecto modulador sobre la microbiota intestinal. En un modelo de 

esteatohepatitis no alcohólica (NASH, por sus siglas en inglés) con roedores, el uso 

de probióticos tuvo efectos benéficos, ya que mejoró el cuadro histológico de daño 

al parénquima hepático (Ma et al., 2018; Esposito et al., 2009).  

También se ha reportado la prevención y la mejora de los tratamientos de hígado 

graso, mediante la administración de una mezcla de probióticos como el llamado 
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VSL#3 (Streptococcus thermophilus, Bifdobacterium breve, Bifdobacterium longum, 

Bifdobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus paracasei, y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus) en un modelo 

de ratón con una dieta deficiente de metil-colina (Valeyudham et al., 2009).  

Varios trabajos sostienen la hipótesis de que la manipulación de la microbiota 

intestinal puede contrarrestar los efectos en enfermedades del hígado con dietas no 

balanceadas, además de proporcionar resultados positivos en tratamientos que 

representen nuevas opciones terapéuticas para enfermedades hepáticas (Guishuai 

et al., 2019).  

Dentro de los microorganismos utilizados para contrarrestar las enfermedades del 

hígado, destacan dos géneros de bacterias, el género Bifidobacterium y el género 

Lactobacillus. Se ha encontrado que el primero puede proteger y atenuar el daño 

en el tejido hepático, en un modelo animal administrado con D-galactosamina (Fang 

et al., 2017).  

Otro estudio demostró propiedades anticancerígenas de Bifidobacterium longum, al 

ser modificada genéticamente como sistema de entrega para la producción de 

endosatin, un antiangiogénico que ayudó a reducir el tamaño de los tumores de 

hígado en un modelo animal (Feng et al., 2005). También se ha visto una relación 

entre este género y el aumento de células CD8+T, que son una importante 

herramienta contra patógenos intracelulares, como bacterias o virus, y para la 

vigilancia de las células tumorales en pacientes con CHC (Rong et al., 2017).  

También, se han utilizado mezclas de probióticos de diferentes géneros en modelos 

animales de daño hepático, donde la inflamación y los niveles de la enzima ALT 

disminuyen con su administración (Li et al., 2003), de igual forma las células NK (Ma 

et al., 2008), fibrosis y la atenuación de la acumulación de grasa en el hígado 

(Velayudham et al., 2009). 

La propuesta del uso de probióticos se ha investigado en modelos animales, pero 

también se han realizado estudios en pacientes con enfermedades hepáticas. En 
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pacientes con NAFLD, a quienes se les administraron mezclas de cepas de 

Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus durante 12 semanas y se 

observó una disminución en enzimas ALT, AST (Kiprich et al., 2007; Aller et al., 

2011), también mejoró la capacidad fagoítica de neutrófilos y disminuyó la expresión 

de receptores tipo toll 4 (TLR4) (Staldbauer, 2008).  

La administración de probióticos se ha considerado para la mejoría en niños con 

hígado graso no alcohólico (HGNA) este es un padecimiento para el cual, no hay 

tratamiento en la población pediátrica, por lo que es una alternativa viable y de bajo 

costo (Vajro et al., 2011). Estos estudios sugieren que el administrar probióticos se 

ve influenciado el eje intestino-hígado a través de la vena porta, sin embargo, es 

necesario el diseño de estudios con que se puedan obtener conclusiones más 

acertadas para el empleo de estas bacterias benéficas. 

 

Mecanismos de protección mediados por probióticos ante el 
cáncer 

Los mecanismos precisos por los cuales los probióticos pueden inhibir el cáncer son 

actualmente desconocidos, sin embargo, se sabe que el microambiente del tracto 

intestinal inhibe el crecimiento de patógenos, mejora la capa mucosa y preserva las 

células del epitelio intestinal. Estos son mecanismos que disminuyen la hipertensión 

portal debido a una disminución del lipopolisacárido en el plasma (Wiest et al., 

1999).  

Datos clínicos interesantes en seres humanos muestran cómo L. rhamnosus LC705 

y Propionibacterium freudenreichii pueden llegar a reducir el efecto de la dosis 

biológicamente efectiva de una exposición a aflatoxinas causantes del CHC (El-

Nezami et al., 2006). Kumar y colaboradores en 2011 estudiaron los cambios en la 

expresión génica inducidos por Lactobacillus rhamnosus, donde los genes 

asociados al CHC en las ratas tratadas en comparación con el grupo control tienen 
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una menor expresión, además de que la frecuencia de tumores en el hígado se vio 

disminuida. 

Algunas cepas de probióticos como L. rhamnosus, pueden unir satisfactoriamente 

micotoxinas mediante mecanismos de unión al glutatión, esta unión es catalizada 

por el glutatión–S-transferasa. Este reporte demostró que la bioabsorción de las 

micotoxinas y el daño al ADN disminuyeron; por otro lado, se ha demostrado, que 

cepas como B. longum pueden neutralizar aflatoxinas como la AFB1 y AFM1  por 

un proceso similar (Haskar et al., 2000). 

 

Otros mecanismos utilizados por los probióticos ante el cáncer son:  

• La unión de moléculas cancerígenas mediante la conjugación con glutatión. 

• Reducción de especies reactivas de oxígeno. 

• Unión de moléculas cancerígenas a la pared celular de probióticos como B. 
longum (Orrahge et al., 1994). 

• Decremento de enzimas y metabolitos como β-glucosidasa, β-glucuronidasa, 
nitrato reductasa y amonio. 

• Conversión de ácido linoleico a ácido linoleico conjugado con propiedades 
antitumorales por probióticos (Ewaschuk et al., 2006). 

• Modulación del sistema inmune (Bakker-Zierikzee et al., 2006). 

 

Aún así, las evidencias de loe efectos de probióticos sobre el desarrollo del CHC 

aún son pocas, esto debido al complejo desarrollo de la historia natural del cáncer. 

Dentro de los estudios realizados, ya sea en modelos animales o en pacientes con 

enfermedades hepáticas, se puede observar el uso común del género 

Bifidobacterium, por lo que representa una oportunidad de profilaxis. 
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Género Bifidobacterium 

Las bifidobacterias fueron aisladas por primera vez en 1899 de un lactante sano por 

Henri Tissier pediatra del Instituto Pasteur en Francia (Turroni, 2017). Los 

microorganismos del género Bifidobacterium son bacilos grampositivos anaerobios 

y no formadores de esporas, que pertenecen al phylum Actinobacteria y 

originalmente se llamó Bacillus bifidus communis, del latín bifidus, que significa 

hendido en dos partes (figura 4). Las principales características fenotípicas del 

género Bifidobacterium son la producción de ácido láctico y ácido acético como los 

principales productos de la utilización de glucosa (Danisco, 2008). 

 

 

 

 

 

Figura 4.- Bifidobacteirum, vista con microscopia de barrido donde se observa la 
bifurcación en su morfología característica de este género. Recuperado de 

https://friendlybeast.com.  

 

Dentro de las propiedades benéficas de Bifidobacterium (Picard et al., 2005), se 

rescatan las siguientes: 

 

• Mejoramiento del tránsito intestinal. 

• Producción de ácidos grasos de cadena corta. 

• Producción de vitaminas principalmente del complejo B. 

• Efectos de barrera. 
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• Producción de sustancias inhibitorias como bacteriocinas. 

• Prevención de infecciones mediante el bloqueo de sitios de adhesión. 

• Estimulación del sistema inmune.  

• Efectos anticancerígenos. 

• Modulación positiva de nitritos, aminas y aminas heterocíclicas.  

 

Algunas de las especies del género Bifidobacterium, han sido consideradas como 

seguras y adecuadas para el consumo humano, B. longum es parte de la lista de 

The inventory of microorganisms whith documented history of use in human Food y 

de la calificación de seguridad por la European Food Safety Autority, así como 

también es considerada como un microorganismo tipo GRAS (Generally 

Recognized As Safe) (Fang et al., 2017; Morgensen et al., 2002). 

 

Varias especies de Bifidobacterium se incorporan a las preparaciones probióticas 

en enfermedades hepáticas crónicas, de las cuales se han llevado a cabo algunos 

estudios que se mencionan en la tabla 1. 
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Tabla 1.-Tratamiento con probióticos del género Bifidobacterium para enfermedades 
hepáticas.  

 

El uso de Bifidobacterium, ya sea sólo o en conjunto con otros probióticos, ha 

demostrado beneficios en las enfermedades hepáticas (tabla 1). Aunque su modo 

de acción ante estas enfermedades está muy poco estudiado, se sabe con certeza 

que mediante la administración de prebióticos se estimula selectivamente el 

crecimiento de bifidobacterias en el tracto digestivo. 

 

Prebióticos  

La definición de prebiótico ha cambiado con el tiempo desde su primer concepto en 

1921 por Rettger y Cheplin, hasta su actual definición en consenso por The 

International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) que los 

define como: sustrato que es utilizado selectivamente por microorganismos 

hospedadores que confieren un beneficio a la salud (Gibson et al., 2017). Este 

Bacteria Propiedad Referencia 
B. longum Decremento de AST, endotoxinas, y esteatosis.  (Malaguarnera et al., 

2012) 

B. longum Inhibe la genotoxicidad de dimetilhidrazina (DHM) en 
ensayos de daño al DNA gastrointestinal.  

 
(Vanderhoof,  2001) 

B. 
pseudocatenulatum 
LI09 y B.  
catenulatum LI10 

 
Confiere protección en el hígado, así como reducción 
el incremento en plasma de M-CSF, MUP-1α y MPC-1 
además de la translocación de bacterias  

(Fang et al., 2017) 

VSL#3 Previene la inducción de fibrosis, en un tratamiento por 
10 semanas  

(Velayudham 
et al.. 2009) 

B. lactis  
B. bifidum  SD6576 

Reducción de los niveles de ALT, AST en pacientes 
pediátricos con HGNA (Famouri et al., 2016) 

B. longum-reactive 
Enterococcus 
hiraereactive 

CD8+ T células fueron asociadas positivamente con la 
libre enfermedad después del tiempo de recesión 
quirúrgica.   

(Rong et al., 2017) 

B. longum  Modificación genética para sistema de entrega del 
fármaco endosatin  (Feng Fu et al, 2005). 
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término abarca no sólo a la microbiota existente en el intestino sino también en otras 

partes del cuerpo como la piel y la vagina. Para este trabajo nos enfocaremos en la 

estimulación y alteración de la microbiota intestinal, los prebióticos utilizados para 

este fin son sustancias de la dieta, no digeribles por enzimas de seres humanos que 

nutren a ciertos grupos de microorganismos que habitan en el intestino, e inducen 

el crecimiento de bacterias benéficas como los lactobacilos y las bifidobacterias 

(Corzo et al., 2015), esto afecta de manera positiva al hospedero dadas las 

propiedades que ofrecen estos géneros al ambiente intestinal y a la salud del ser 

humano.  

Estos carbohidratos están presentes de forma natural en alimentos como la leche y 

la miel, así como en hortalizas, verduras, frutas, cereales, legumbres y frutos secos. 

Se obtienen por extracción directa mediante solubilización en agua o soluciones 

acuosas (p.ej. inulinas, oligosacáridos de achicoria o soya) y por tratamientos 

químicos (utilizando álcalis o ácidos) o enzimáticos, por ejemplo, la hidrólisis 

enzimática de inulina para obtener los fructooligosacáridos (FOS) (Corzo et al., 

2015). 

Efectos benéficos de los prebióticos 

Los prebióticos favorecen la absorción de minerales como el calcio, magnesio, zinc 

y el hierro, debido a su capacidad de unirse a estos minerales. De este modo, su 

absorción en el intestino delgado alcanza el colon donde son liberados y 

posteriormente absorbidos (Manning & Gibson, 2004). Asimismo, contribuyen a la 

regulación de azúcar en la sangre, el decremento de enzimas como la alaninoamino 

transferasa en enfermedades del hígado graso, la transformación en ácidos grasos 

de cadena corta como butirato, propionato, etc. (Corzo et al., 2015). Por lo que, en 

la actualidad, los consumidores y las organizaciones internacionales han adoptado 

estrategias con el fin de cambiar costumbres alimentarias y adquirir nuevas, que 

sean saludables e involucrar valores agregados a los alimentos también llamados 

alimentos funcionales con el uso de prebióticos (Castillo et al., 2016). La inulina es 

uno de los principales prebióticos que se utilizan en estos alimentos funcionales, ya 
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sea como sustituto de grasa, azúcar o modificador de la textura a nivel sensorial y 

por supuesto como prebiótico (Castillo et al., 2016). 

 

Inulina 

La inulina es un prebiótico formado por oligosacáridos y polisacáridos, en los que el 

grado de polimerización varía de 2 a 65 unidades monoméricas con un valor medio 

de 10 y con una estructura mayoritaria de glucosa-fructosa (GFn). También puede 

contener una cantidad menor de estructuras fructosa-fructosa (FFn) (figura 5) (Van 

de Wiele et al., 2006). 

El reconocimiento de la inulina como ingrediente tipo GRAS (Generally Recognized 

as Safe) en la unión americana y como FOSHU (Foods of Specified Health Use) en 

países como Japón, ha permitido que actualmente se utilice sin restricciones en un 

gran número de alimentos como yogures, bebidas, barras de cereales, galletas y 

formando parte de alimentos simbióticos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.- Estructura química de la inulina: con una molécula terminal de glucosa (β-D glucopiranosil) 
(A), con una molécula terminal de fructosa (β-D fructopiranosil) (B). En los círculos azules se 
observan las glucosas unidas por los grupos hidroxilo del carbono 1 en posición beta. 
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La mayoría de los efectos benéficos atribuidos a los prebióticos se asocian con un 

óptimo metabolismo en el colon, aumento o cambio en la composición de los ácidos 

grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato), reducción del pH del colon 

luminal, disminución en los productos finales nitrogenados y enzimas reductoras, 

mayor expresión de proteínas de unión y de ciertos biomarcadores del metabolismo 

de lípidos y minerales, así como la modulación del sistema inmune (Kelly, 2009; 

Qiang et al., 2009). 

Los principales beneficios de la inulina están estrechamente ligados con el efecto 

bifidogénico, ya que se observa un aumento de bifidobacterias que ayudan en la  

inhibición de cepas bacterianas patógenas, mejora la respuesta inmune, ayuda al 

metabolismo de lípidos, adsorción de minerales, control de obesidad y desórdenes 

metabólicos, prevención de cáncer de colon, mejora la motilidad intestinal, 

capacidad de inhibir acciones enzimáticas bacterianas como las de la !-glucosidasa 

y la !-glucuronidasa (Verma & Shukla, 2013; Saad et al., 2013; Rasool et al., 2016). 

Estos beneficios se ven incrementados cuando el prebiótico y el probiótico trabajan 

en conjunto formando un complejo simbiótico, que, en este caso, es un efecto 

específico de la inulina en la estimulación del crecimiento de las bifidobacterias.  

 

Complejo Simbiótico 

La microbiota intestinal tiene la propiedad de cambiar su composición mediante la 

administración de microorganismos como los probióticos o de substratos como los 

prebióticos. Los segundos son usados por los microorganismos propios del huésped 

o que han sido administrados como probióticos en una suplementación dietética o 

como tratamiento para una enfermedad y de este modo mejorar sus propiedades 

benéficas. De estas posibilidades de alterar la composición de la microbiota surge 

el término simbiótico que es definido como “Una mezcla que comprende 

microorganismos vivos y sustrato (s) utilizados selectivamente por microorganismos 

hospedadores que confiere un beneficio para la salud del huésped” (Swanson et al., 
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2020). El uso de una mezcla de probióticos más prebióticos provee ventajas ya que 

los sustratos están biodisponibles para las bacterias, el efecto benéfico que 

producen de manera individual se obtiene a concentraciones más bajas de las 

administradas por separado. En este trabajo se utiliza una mezcla simbiótica que 

puede ser catalogada por la ISAPP como una mezcla sinérgica simbiótica ya que el 

prebiótico administrado que en este caso es la inulina es específica para el 

probiótico coadministrado, las bifidobacterias, ambos componentes cumplen los 

requisitos establecidos para ser considerados como simbiótico. 

Modelos Experimentales  

Antes de que nuevos tratamientos sean probados en seres humanos, se deben 

pasar por fases anteriores mediante el uso de animales de laboratorio, más 

comúnmente conocida como experimentación preclínica. La interpretación de los 

resultados y la extrapolación de una especie a otra, dependen del modelo 

experimental utilizado, la idea es que no existe un modelo perfectamente 

extrapolable al hombre (Fernández, 2012), por lo que los modelos experimentales 

son sistemas biológicos que reproducen características fenotípicas, fisiológicas y 

patológicas del ser humano. 

Existen diferentes modelos de hepatocarcinogénesis, entre los que podemos 

encontrar los modelos de xenoinjertos, que consisten en la inyección subcutánea 

de células tumorales en un ratón inmunodeprimido, sin embargo, tienen como 

desventaja que la ausencia de la respuesta inmunitaria del huésped impide evaluar  

el papel del microambiente que rodea el tumor. Otros modelos son los que utilizan 

animales modificados genéticamente; sin embargo, estos modelos tienen una 

complejidad implícita en su desarrollo, su costo es elevado y tiempo de obtención 

suele ser muy largo. Un tercer modelo de hepatocarcinogénesis es el inducido por 

carcinógenos; los agentes tóxicos empleados de forma más común para la 

inducción del CHC son la DEN y la tioacetamida, que pueden ser administrados en 

conjunto con el tetracloruro de carbono (CCl4) lo que ha conseguido generar CHC 
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en el ratón, la rata, el conejo, y otros animales, en un periodo de inducción tumoral 

relativamente corto que va desde 4 a 12 meses, (Alsinet et al., 2009).  

En este trabajo se optó por utilizar un modelo de CHC inducido mediante la 

administración de un carcinógeno químico, con este modelo el CHC se desarrolla 

en un periodo de 18 semanas y presenta características muy similares a las que se 

observan en el ser humano (Schiffer et al., 2005) 

 

El modelo animal de hepatocarcinogénesis de Schiffer  

Es un modelo de hepatocarcinogénesis química basado en la exposición crónica de  

DEN a una dosis de 50 mg/kg vía intraperitoneal, lo que reproduce la progresión del 

daño hepático crónico a través de las etapas de fibrosis y cirrosis, hasta alcanzar la 

formación de CHC en un periodo de 18 semanas, que incluyen 16 de tratamiento y 

2 de descanso (figura 6), lo cual lo convierte en un modelo muy eficiente si 

consideramos que en el desarrollo del CHC en el ser humano puede tomar desde 

10 hasta 50 años (Schiffer et al., 2005).  

En las ratas sometidas a este protocolo de administración de DEN, la cirrosis se 

desarrolla después de una administración a corto plazo (12 semanas), la cual es 

evidente en un examen macroscópico del hígado y se ha confirmado por análisis 

histopatológicos. Por otra parte, los nódulos de CHC surgen a partir de los hígados 

con cirrosis después de una administración de la DEN por 16 semanas, donde se 

observaron en la superficie del tejido nódulos malignos, que se manifiestan como 

lesiones de aspecto dismórfico o discrómico, de diferentes tamaños y son  

detectados tanto histopatológicamente como con la identificación de marcadores 

con el uso de marcadores como la proteína gamma glutamil-transferasa, con la cual 

se pueden distinguir las lesiones preneoplásicas  del tejido sano a través de un 

precipitado que se observa en gradientes de color rojo (Torres et al., 2014)..   
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Figura 6.- Diseño experimental del modelo de Schiffer y colaboradores, en el que las flechas 
verticales representan las inyecciones de DEN vía intraperitoneal y las flechas horizontales 
representan la evolución de la patología (Schiffer et al., 2005). 

Gamma glutamil transferasa 

También llamada gamma glutamiltranspeptidasa (GGT), es una glicoproteína 

heterodimérica unida a la membrana plasmática que desempeña una función 

fundamental en el metabolismo del glutatión y el transporte de aminoácidos. La 

actividad de la GGT proviene principalmente del hígado, por lo que es muy utilizada 

para detectar la disfunción hepática, estrés oxidativo e inflamación (Okada et al., 

2006); su expresión distintiva se puede demostrar por histoquímica de la actividad 

de GGT, usando γ-glutamil-4-metoxi-2-naftilamida (GMNA) como sustrato sintético, 

glicilglicina como la molécula aceptora y Fast Blue BBN como el cromógeno en una 

reacción de acoplamiento. La GGT se utiliza como un marcador tumoral en la 

carcinogénesis hepática experimental en la rata, donde se distinguen focos de 

hepatocitos alterados, nódulos displásicos y CHC (Torres et al., 2014). 
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Técnicas histológicas  

La histología definida como la ciencia de los tejidos orgánicos es comúnmente 

considerada como una rama de la biología, que estudia la estructura de los tejidos 

que constituyen las plantas y los animales. En el campo de la histología se han 

desarrollado una serie de técnicas que permiten preparar a las muestras para 

conferirles condiciones óptimas que permitan observar, examinar y analizar sus 

componentes morfológicos a través de diferentes tipos de colorantes, ya sean de 

naturaleza acida o básica que en diversos sistemas de microscopía nos ayuda a 

observar los tejidos de interés (Salazar & Moreno, 2016). 

La mayoría de las células y matrices extracelulares de los tejidos y órganos 

humanos son incoloras, las características morfológicas de los tejidos de interés 

pueden ser examinadas con el microscopio óptico cuando son teñidas de forma 

diferenciada mediante una serie de colorantes. Los colorantes son sustancias 

capaces de unirse de manera más o menos específica a las estructuras de los 

tejidos con un color específico, debido a que los tejidos poseen la propiedad de 

incorporar y fijar sustancias coloreadas. 

Generalmente se combina más de un colorante, la tinción de hematoxilina-eosina 

es la más comúnmente utilizada en histología y es esencial para reconocer diversos 

tipos de tejidos y cambios morfológicos que forman la base de los diagnósticos 

médicos. 

 

Tinción de hematoxilina-eosina  

La tinción se utiliza rutinariamente en los laboratorios de histopatología, ya que 

proporciona al patólogo/investigador una visión muy detallada del tejido. Esta 

información es a menudo suficiente para permitir un diagnóstico de enfermedad 

basado en la organización de las células y también muestra cualquier anormalidad 

o indicadores particulares en las células. 
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Se basa en dos etapas, la primera es una tinción nuclear por un colorante básico 

(hematoxilina) y la segunda es una tinción citoplasmática por un colorante ácido, 

conocido como eosina (figura 7). La hematoxilina en combinación con sales de 

aluminio, hierro o cromo, forma un colorante activo; la hemateina, formada por 

oxidación de la hematoxilina, se usa como colorante nuclear, tiñendo los núcleos de 

color azul/negro que aporta un buen detalle de los mismos. Por tal motivo, se suele 

usar junto con un colorante citoplasmático, generalmente la eosina, que aporta una 

coloración rosada, para obtener así un buen contraste de las preparaciones 

microscópicas para facilitar su observación (Santos, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.- Sección de corte histológico de hígado, visto con el objetivo 10x en el cual se pueden 
apreciar los núcleos de color azul (eosina) y el citoplasma de color rosado (hematoxilina). 

 

Tinción tricrómica de Masson  

Esta técnica diferencia varias el núcleo, el citoplasma y el tejido conjuntivo de las 

células mediante tres colorantes distintos (Verdì et al., 2013). El tejido conjuntivo 

está compuesto por colágeno tipo 1, que con la ayuda de esta técnica, se observa 

de color azul bajo el lente del microscopio como se muestra en la figura 8. Todas 

las técnicas para tinción de fibras de colágeno se agrupan clásicamente bajo la 
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denominación de coloraciones tricrómicas, tiñen el colágeno de tipo I que compone 

las gruesas fibras de colágeno existentes en los espacios extracelulares. 

Las fibras de colágeno son los elementos más frecuentes hallados en el tejido 

conjuntivo, tienen una función básica de soporte y son sintetizadas por múltiples 

elementos celulares del organismo, entre los que destacan los fibroblastos, que se 

encuentran aumentados cuando hay daño en el tejido hepático como la hipertensión 

portal, que es un elemento principal en el desarrollo del CHC y que rodean a los 

nódulos hepáticos (Páramo et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.- Corte histológico de un hígado tomado con el objetivo 20x. Se puede observar 
la formación de fibrosis por colágeno de color azul alrededor de una lesión causada por el 
carcinógeno DEN. 
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Planteamiento del problema  

El carcinoma hepatocelular es una causa de mortalidad que ocupa el tercer lugar a 

nivel mundial y su detección se lleva a cabo en etapas avanzadas de su desarrollo 

donde el índice de mortalidad es de casi el 100 %. Existen nuevas alternativas de 

profilaxis que incluyen el uso de probióticos, por lo que se propone determinar la 

influencia de la administración de Bifidobacterium sp. en combinación con inulina, 

en el desarrollo del CHC inducido por un modelo de hepatocarcinogénesis química 

en la rata.  

 

Hipótesis 

Considerando las capacidades hepatoprotectoras de algunos probióticos, la 

administración de un simbiótico: Bifidobacterium sp., en combinación con inulina, 

disminuirá la formación de nódulos en el modelo de hepatocarcinogeneisis. 
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Objetivo general 

Estudiar el efecto de la administración de bifidobacterias en combinación con  un 

prebiótico en la inducción de nódulos en un modelo de hepatocarcinogénesis 

química en ratas Wistar. 

 

Objetivos particulares 

• Obtener cultivos de Bifidobacterium sp., con una alta densidad celular. 

• Inducir la hepatocarcinogénesis con el carcinógeno dietil-nitrosamina en 

animales de experimentación utilizando el modelo de Schiffer.  

• Evaluar el efecto de la administración de Bifidobacterium sp., sobre el 

desarrollo de nódulos en el modelo experimental de Schiffer.  

• Evaluar el efecto de la administración de inulina sobre el desarrollo de 

nódulos en el modelo experimental de Schiffer.  

• Determinar el número de nódulos positivos al marcador de tumor, GGT, en 

los tratamientos experimentales. 

• Determinar el nivel de daño al tejido hepático causado por el carcinógeno en 

los animales de experimentación a través de análisis histopatológicos. 
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Metodología.  

Microorganismo, medio y condiciones de cultivo 

Se utilizó Bifidobacterium sp., el cual fue cultivado en medio MRS (Difco) con 0.5 % 

de HCl-Cisteína (MRS-C). Los medios de cultivo se prepararon en condiciones 

anaerobias inyectando CO2 puro para desplazar el oxígeno presente, 

inmediatamente después, los viales se cerraron herméticamente con tapón de hule 

y arillo de metal, se esterilizaron en una autoclave a 15 lb/in2 durante 15 min. Los 

cultivos se incubaron a 37 °C con una agitación constante de 180 rpm.  

Se tomó un vial con el microorganismo conservado a -80 °C, éste se descongeló y 

se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min. Para eliminar el exceso de glicerol, el 

paquete celular se lavó con solución salina fisiológica (SSF) y se resuspendió con 

1 mL de medio MRS-C con lo cual se inocularon 40 mL del mismo medio, éste se 

incubó toda la noche en las condiciones anteriormente descritas. Este cultivo sirvió 

como inóculo para el estudio. 

 

Preparación de las bacterias para administrar 

Se inocularon 200 mL de medio MRS-C con 20 mL del cultivo y se incubó 48 h para 

obtener una alta densidad celular. El cultivo se centrifugó a 8,000 rpm durante 20 

min a 4 ºC y se lavó 2 veces con SSF para después agregar una solución de glicerol 

al 20 % y se guardó en congelación con la finalidad de conservar la integridad de 

las bacterias hasta administrar a las ratas. A esta suspensión se le evaluó la 

viabilidad para calcular la concentración de bacterias a administrar. 
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Viabilidad de Bifidobacterium sp. 

La viabilidad del microorganismo se analizó por la técnica de cuenta en placa, para 

lo cual se realizaron diluciones decimales seriadas en microtubos estériles de 1.5 

mL que contenían 900 μL de SSF y fueron rotulados: [10-1], [10-2], [10-3], [10-4], [10-

5], [10-6], [10-7], [10-8].   Al primer tubo se agregaron 100 μL de la muestra a analizar 

y a partir de éste se inició la dilución seriada hasta el último tubo [10-8].    

Se sembraron por triplicado 3 μL de cada dilución en cajas Petri con medio MRS-C 

y se incubaron en anaerobiosis en una jarra GasPak® a 37ºC durante 72 h. Se 

contaron las colonias y se calculó la concentración de bifidobacterias para 

administrar 1X109 UFC/rata. 

 

Tratamiento experimental en animales de laboratorio 

Se utilizaron 50 ratas Wistar macho, con un peso promedio de 200 g proporcionadas 

por la UPEAL-X. Los animales se distribuyeron en 6 grupos con n=6 cada uno y dos 

grupos con n=7 (tabla 2).  
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Tabla 2.- Relación, claves y dosis de los grupos experimentales. 

El tratamiento para inducir CHC correspondió al modelo original de Schiffer, con la 

administración intraperitoneal de DEN en una dosis de 50 mg/kg por semana 

(Schiffer et al., 2005). Por otra parte, el tratamiento con probióticos consistió en la 

administración intragástrica de 0.5 mL a una concentración de 1X109 bacterias cada 

tercer día con la ayuda de una cánula. La inulina fue administrada de la misma forma 

que las bacterias (0.5 mL) en una concentración de 150 mg/Kg.  

Los animales fueron mantenidos en ciclos diarios de luz/obscuridad de 12 h y 

temperatura controlada, con alimento y agua esterilizada ad libitum. El peso de cada 

animal fue registrado una vez por semana. 

 

Grupo 
Experimental 

Tratamiento Clave Dosis Número 
de ratas 
Wistar  

1 Sin tratamiento Ctrl. Neg. --- 6 

2 Control Positivo  Ctrl. Pos. DEN (50 mg/kg) 6 

3  Probiótico Pro 1X109 bacterias/rata 6 

4 Prebiótico Pre Inulina (150 mg/Kg) 6 

5  Probiótico más 
Prebiótico 

Pro + Pre 1X109 bacterias/rata 
+ 

Inulina (150 mg/Kg) 

7 

6 Probiótico más 

DEN 

Pro + DEN 1X109 bacterias/rata 
+ 

DEN (50 mg/kg) 

6 

7 Prebiótico más 
DEN 

Pre + DEN Inulina (150 mg/Kg) 
+ 

DEN (50 mg/kg) 

6 

8 Probiótico más 

prebiótico más 

DEN 

Pro + Pre + 

DEN 

1X109 bacterias/rata 
+ 

Inulina (150 mg/Kg) 
+  

DEN (50 mg/kg) 

7 
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Obtención de las muestras 

La eutanasia de las ratas se llevó a cabo a las 18 semanas de tratamiento, mediante 

la anestesia con la inhalación de isoflurano. Una vez anestesiadas, las ratas fueron 

disectadas para en primera instancia, obtener muestra de sangre directamente del 

corazón. Inmediatamente después se obtuvo el hígado, mismo que fue lavado con 

solución salina fisiológica y posteriormente pesado. Se anotaron las observaciones 

generales del animal, la apariencia del hígado y su peso.  

Posteriormente, el hígado se cortó en pequeños trozos para ser adheridos a un 

corcho por medio del adherente Tissue Tek®, se congeló inmediatamente en 2-

metilbutano y se conservaron a -80 ºC. Un trozo de hígado se colocó en una solución 

de formalina al 4 % para posteriormente ser embebido en parafina en el Laboratorio 

de Histología del Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN).  
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Histoquímica de la GGT 

Para realizar esta prueba, se utilizó el hígado adherido a los corchos, con el cual se   

realizaron cortes con un grosor de 20 μm en un criostato (Leica, CM 1520). Para 

determinar las lesiones GGT positivas, el corte histológico se fijó a una laminilla de 

vidrio con acetona a - 20ºC durante 5 min. Se adicionó la mezcla de reacción: [glicil-

glicina, γ-glutamil-4-methoxi-2- naftilamida (GMNA), fast-blue] a la laminilla, 

incubándola a temperatura ambiente durante 15 minutos, para después agregar 

CuSO4 0.1 M, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez llevada a cabo 

la reacción, las laminillas se escanearon para cuantificar las lesiones en el tejido 

utilizando el programa Biophotonics Image J.  

 

Hematoxilina y eosina 

Esta tinción se llevó a cabo utilizando un corte del tejido embebido en parafina, para 

lo cual se eliminó la parafina del tejido por calor en una estufa a 60ºC y el tejido fue 

procesado con un protocolo de tinción introduciendo el tejido en hematoxilina/eosina 

durante 3 o 4 minutos, se realizaron los lavados correspondientes y posteriormente 

se observaron las laminillas en el microscopio. 

 

Tricrómica de Masson  

Se llevó a cabo un proceso de desparafinción en una estufa a 60 °C, posteriormente 

una hidratación con etanol y se agregaron los colorantes hematoxilina de Harris 

durante 5 minutos, Fucsina de Ponceau por 5 minutos y Orange G durante 5 

minutos. Posteriormente se sumergió en azul de anilina por 10 minutos y se lavó 

con agua y etanol.  
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Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de normalidad para los datos con la prueba de Shapiro-Wilks, 

y se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una vía así como la prueba de 

Kruskal-wallis, tomando como variable independiente el tiempo. Y como variables 

dependientes el peso de la rata, el peso del hígado en relación con el peso de la 

rata, el número de nódulos, el tamaño del nódulo más grande y el porcentaje de 

daño total. Se realizaron múltiples comparaciones de todos los grupos 

experimentales, para determinar las posibles diferencias significativas con la prueba 

estadística de Tuckey y U de Mann-Whitney con valores de P <0.05 (*), P <0.01 (**), 

P <0.001 (***) y P <0.0001 (****). 
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Resultados  

Crecimiento bacteriano 

La cepa de Bifidobacterium sp., fue descongelada a temperatura ambiente y 

centrifugada, eliminando el sobrenadante; se le realizó tinción de Gram y se observó 

su morfología en el microscopio. Posteriormente, la cepa fue inoculada en medio 

MRS-C. El cultivo fue incubado durante 48 horas; para conocer la concentración 

bacteriana (UFC/mL), se llevaron a cabo diluciones decimales seriadas: [10-1], [10-

2], [10-3], [10-4], [10-5], [10-6], [10-7], [10-8], de las cuales fueron inoculados 3 µL en 

agar MRS con la ayuda de una micropipeta, la placa fue dividida en cuadrantes, 

como se observa en la figura 9. Para cada experimento, se eligió la dilución donde 

se podían contar las colonias y se calculó la concentración de bacterias en UFC/mL 

para la administración de las ratas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.- Caja de Petri dividida por cuadrantes para el conteo de UFC de Bifidobacterium 
sp., en agar MRS. 
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Tratamiento experimental en animales de laboratorio 

El modelo experimental utilizado en este trabajo se basó en la administración de la 

DEN en una dosis semanal de 50 mg / kg, lo que induce tanto la etilación extensa 

del ADN del hígado, como la necrosis celular, resultando en la generación de 

hepatocitos iniciados que eventualmente conducen al CHC (Tolba et al., 2015). Este 

modelo descrito por Schiffer y colaboradores en el 2005, brinda la ventaja de 

reproducir la historia natural de daño hepático producido a partir de la aparición de 

la cirrosis al CHC en un tiempo de 18 semanas, que incluyen 16 de administración 

y 2 de descanso. Con el propósito de evitar la influencia hormonal del ciclo 

reproductivo, las ratas que se utilizaron fueron macho, de la clase Wistar, 

proporcionadas por la UPEAL-X y fueron rotuladas con plumón indeleble en sus 

colas para ubicar su número, como se muestra en la figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.- Ratas Wistar proporcionadas por UPEAL-X. 
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Las ratas fueron dividas en grupos experimentales (figura 11) y administradas vía 

intragástrica con el tratamiento correspondiente, de acuerdo al grupo experimental 

al que pertenecen.  

 

 

Figura 11.- Grupos de las ratas tratadas en este trabajo: control negativo (Ctrl. Neg.), 
probiótico (Pro), prebiótico (Pre), probiótico más prebiótico (Pro + Pre), control positivo (Ctrl. 
Pos.), probiótico más DEN (Pro + DEN), prebiótico más DEN (Pre + DEN) y probiótico más 
prebiótico más DEN (Pro + Pre + DEN). 

 

Control de peso semanal de los grupos experimentales  

Se llevó acabo el control de los pesos corporales de las ratas durante el tiempo de 

la administración, en el que se pesaba a las ratas por grupo con ayuda de una 

báscula. Se registró su peso semanalmente como se muestra en las figuras 12 y 

13.   
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Figura 12.- Pesos de las ratas de los grupos sin carcinógeno durante 18 semanas: control 
negativo (Ctrl. Neg.), probiótico (Pro), prebiótico (Pre), probiótico más prebiótico (Pro + Pre). 

En la figura 12 se puede apreciar que durante las 18 semanas, la variación de peso 

entre los  grupos a los cuales les fue administrado el probiótico, prebiótico y al que 

no se le administró ningún tipo de tratamiento (Ctrl. Neg.), se observó que no hay 

una diferencia estadística que indique que la administración de los tratamientos Pro, 

Pre y Pro + Pre pueda influir en el peso de las ratas. Es de suma importancia en 

oncología hacer esta referencia al cambio de peso que se ha producido con 

respecto al habitual, en este caso utilizando como referencia el grupo control y su 

evolución en el tiempo para poder observar algún trastorno nutricional en la 

administración de los tratamientos.  
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Figura 13.- Pesos de las ratas en los grupos administrados con DEN: Control negativo (Ctrl. 
Neg.), control positivo (Ctrl. Pos.)  probiótico más DEN (Pro + DEN), prebiótico más DEN 
(Pre + DEN), probiótico más prebiótico más DEN (Pro + Pre + DEN). 

La enfermedad y la nutrición están íntimamente relacionadas, de modo tal que, 

mientras la enfermedad puede causar desnutrición, ésta a su vez, puede influir 

negativamente en la enfermedad, como se observa en los grupos administrados con 

DEN que desarrollaron hepatocarcinoma. En la figura 13, los grupos administrados 

con el carcinógeno a comparación del grupo control negativo, la ganancia del peso 

corporal al final del tratamiento fue menor, esta tendencia fue mayor en el grupo 

probiótico más prebiótico más DEN, seguido del grupo prebiótico más DEN. 

En el grupo control positivo se puede observar una tendencia similar al grupo control 

negativo al comienzo de la semana 13 que supera a los demás tratamientos que 

presentaron disminución de peso, que se puede atribuir al estrés provocado por las 

diferentes administraciones con cánula que se llevaron a cabo en los demás grupos 

a los que se les administró los tratamientos, lo que provocó molestias al momento 

de ingerir su alimento. 

Para ello se llevó a cabo un análisis de varianza (ANOVA) donde no se encontró 

alguna diferencia estadística significativa, más sin embargo, se observó una 

tendencia en la disminución de peso en las ratas administradas con DEN, una 

característica propia del modelo debido a la toxicidad del DEN, el control positivo y 
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el control negativo presenta un peso similar al final del tratamiento, esta tendencia 

es atribuida a que la relación del peso del hígado no es la misma en la cual un 

porcentaje más grande se presentó en el control positivo como se observa en la 

figura 16.   

 

Observación macroscópica de los hígados  

Los hígados fueron extraídos, pesados y observados, se tomó evidencia mediante 

fotografías. Los hígados fueron previamente etiquetados con el número de la rata, 

el peso de la rata, el peso del hígado y la fecha de sacrificio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.- Representación macroscópica de hígados de los grupos sin carcinógeno: a) 
control negativo (Ctrl. Neg.), b) probiótico (Pro), c) prebiótico (Pre), d) probiótico más 
prebiótico (Pro + Pre) 

 

En la figura 14 se observan los hígados pertenecientes a los grupos con tratamiento 

sin carcinógeno, la apariencia es de hígados sanos con respecto al control negativo, 

ya que no presentan daño tomando en cuenta el color y textura del tejido que es de 

un color marrón rojizo con su superficie lisa en contraste con los hígados de los 
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grupos que fueron administrados con DEN (figura 15), donde se puede observar un 

tejido de aspecto rugoso con ligera pérdida de color y la formación de tumores y 

nódulos característicos en el CHC por la administración de DEN. Se observa la 

presencia de lesiones nodulares en forma de perlas color blanco de diferentes 

tamaños y también que en comparación con el control positivo (que presentó la 

lesión más grande), los nódulos en los grupos con el tratamiento son de menor 

tamaño, además de la apariencia casi normal del tejido en el grupo probiótico más 

prebiótico más DEN (figura 4d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Representación macroscópica de hígados de los grupos administrados con 
DEN. a) Control positivo (Ctrl. Pos.);  b) Probiótico más DEN (Pro + DEN); c) Prebiótico más 
DEN (Pre + DEN); Probiótico más prebiótico más DEN (Pro + PRE + DEN). 

Lo anterior sugiere un efecto preventivo en relación con el desarrollo nodular y la 

formación de tumores que dañan la función del hígado por la pérdida de tejido sano. 

Tomando en cuenta que las lesiones hepáticas afectan el peso relativo del hígado, 

se llevó a cabo un análisis del peso del hígado con relación al peso de la rata por 

grupo experimental como se muestra en la siguiente sección. 
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Relación del peso del hígado en relación con el peso de los 
animales.   

Los hígados extraídos de las ratas se pesaron individualmente, se calculó el peso 

relativo del hígado tomando en cuenta el peso de las ratas en relación con el peso 

del hígado en forma de porcentaje. Se observaron diferentes tendencias de esta 

relación de peso en cada grupo, este análisis se representa mediante la siguiente 

gráfica (figura 16).  

 

Figura 16.- Medias del peso relativo del hígado de los animales sometidos a los diferentes 

tratamientos. Control negativo (Ctrl. Neg.), probiótico (Pro), prebiótico (Pre), probiótico más 

prebiótico (Pro más PRE), control positivo (Ctrl. Pos.), probiótico más DEN (Pro + DEN), prebiótico 

más DEN (Pre + DEN), probiótico más prebiótico más DEN (Pro + PRE + DEN). 

 

En esta gráfica de barras se muestra la relación de peso del hígado respecto al peso 
de la rata de cada grupo nombrado mediante la asignación de claves mencionadas 

anteriormente. Se observa que todos los grupos administrados con el carcinógeno 
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tienen un mayor porcentaje en comparación con los grupos de tratamiento, tomando 

en cuenta las gráficas de peso (figuras 12 y 13), las cuales no muestran una 

diferencia estadísticamente significativa entre los grupos.  

Los resultados indican que el peso de los hígados en los grupos con carcinógeno 

es más grande a diferencia de los otros grupos. Para determinar un cambio 

cuantificable se realizó un análisis estadístico (ANOVA) y una prueba pos hoc 

(prueba de Tuckey) para determinar la influencia de los tratamientos. Con los que 

se observó una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos control 

negativo y control positivo con un valor de p = 0.0304., y entre el control negativo y 

el grupo de probiótico más DEN con un valor de p<0.001, el DEN además de ser un 

factor principal para el desarrollo de HCC, también tiene implicaciones en el 

estómago y el colón, este último donde residen las bifidobacterias. Este ambiente 

de estrés sugiere una disbiosis que conlleva a la permeabilidad de moléculas que 

producen un daño hepático como los lipopolisacáridos que también provienen 

también de las bifidobacterias.  

Los grupos administrados con DEN mostraron una relación del 4 % de hígado/peso 

corporal, esto debido a la formación de daño fibrosos y nódulos que se detectó 

mediante el marcador GGT como se muestra en la figura 17 y a la tendencia de 

mayor porcentaje solo en los grupos con DEN. En todos los grupos que no llevaron 

el DEN, se presentó un porcentaje hígado/peso de las ratas menor del 3 %, en los 

que el grupo administrado exclusivamente con el prebiótico (inulina)  presentó la 

relación más baja de todos los grupos, lo que nos lleva a pensar de las propiedades 

de la inulina como es la reducción del peso debido la estimulación de la motilidad 

intestinal así como a la poca bioabsorción de lípidos que son excretados por medio 

de las heces, también incluye una reducción en el tamaño del hígado como se ha 

visto en estudios (Kumar et al., 2016). El grupo al que le fue administrado el 

probiótico y prebiótico + DEN presentó una tendencia promedio y casi similar al 

mismo grupo sin la administración del carcinógeno, lo que se les atribuye a las 

propiedades de la mezcla sinérgica simbiótica.   
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Posteriormente se realizaron cortes histológicos de todos los hígados por cada 

animal y mediante técnicas histoquímicas como la reacción enzimática de la gama 

glutamil transferasa, se realizó el análisis que se presenta a continuación.   

 

Histoquímica de la gamma glutamil transferasa  

Con los resultados obtenidos se observó macroscópicamente que la influencia de 

la administración de los tratamientos Pro, Pre y Pro + Pre no generó alguna reacción 

adversa. Para asegurar que los tratamientos no representan daño al tejido, se 

analizó la histoquímica de la (GGT, una enzima que se encuentra localizada en la 

membrana de diferentes células del hígado y funciona como un buen marcador de 

daño hepático. Este análisis se realizó en cortes histológicos de 20 µm de grosor 

obtenidos con un criostato, de cada uno de los hígados obtenidos, en las que se 

llevó a cabo el ensayo de la GGT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.- Laminilla con tres cortes de hígado del grupo: probiótico más prebiótico (Pro + PRE). La 

parte superior de la laminilla corresponde a una muestra control positivo (Tratamiento con DEN, 

actividad GGT positiva) encerrada en rojo. 
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La figura 17 es una imagen representativa de todas las muestras de los grupos sin 

carcinógeno, representa los cortes de una sección de hígado del grupo Pro + Pre, 

en la parte superior se encuentra un corte de hígado tratado con DEN como control 

para asegurar que la reacción enzimática se llevó acabo. Se puede observar en la 

laminilla que en los tejidos de hígado de animales con tratamiento y sin DEN no hay 

un cambio de coloración como en los cortes superiores indicativos de daño al tejido, 

por lo que los tratamientos no presentaron actividad de la enzima GGT, 

asegurándonos así, que la administración de probióticos y prebióticos no generaron 

efectos adversos al tejido hepático. 

 

En la figura 18, se muestra una imagen representativa de la histoquímica de la GGT 

de los grupos con DEN. Esta figura corresponde al grupo con tratamiento Pro + Pre 

+ DEN, se muestra de color rojo la formación de lesiones y nódulos. Para evaluar 

cuantitativamente la formación de estos nódulos, se llevó a cabo el análisis 

mediante un programa informático, que permitió cuantificar el número de nódulos 

por cm2 (figura 19), el área total afectada de cada corte, con la obtención del conteo 

de nódulos totales y la obtención de los diámetros de cada nódulo, se graficaron los 

datos con ayuda del paquete estadístico Graph Pad Prism como se muestra en las 

siguientes gráficas.  
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Figura 18.- Histoquímica de GGT en cortes de hígado del grupo Pro + Pre+ DEN. El control positivo 

corresponde a un corte del grupo DEN. 

 

Los cortes fueron obtenidos de diferentes lóbulos de hígado, mediante la ayuda del 
micrótomo para poder presentar un análisis integral hepático, por lo que cada corte 

difería en tamaño y forma. 

En la figura 19 se representa el número de nódulos que se encuentra en una zona 

de 1 cm2 por corte, donde el grupo Pro + Pre + DEN presentó el mayor número de 

nódulos; en contraste del grupo Pre + DEN donde se encontró el menor número de 

nódulos. Un análisis estadístico permitió encontrar diferencia estadísticamente 

significativa con valor de p = 0.001, para los grupos Pro+Pre + DEN y el grupo Crtl 

Pos. 
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Figura 19.- Número de nódulos por cm2. Probiótico más prebiótico más DEN (Pro + Pre + DEN), 

Probiótico más DEN (Pro + DEN), Prebiótico más DEN (Pre + DEN), Control positivo (Crtl. Pos.). 

 

Con el uso del programa Image J, fue posible obtener mediante el contraste de 

coloración, el porcentaje de áreas GGT positivas seleccionadas en cada imagen. 

En la gráfica siguiente (figura 20) se puede observar el porcentaje total de tejido 

dañado por área total en cada corte. 

 

Ctrl.
 Pos.

Pro +D
EN

Pre 
+ D

EN 

Pro + Pre 
+ D

EN 
0

20

40

60

***

***

Nó
du

lo
s/

cm
2



 

56 
 

 

Figura 20.- Porcentaje total de área GGT positiva. a) control positivo (Ctrl. Pos.)  b) probiótico más 

DEN (Pro + DEN), c) prebiótico más DEN (Pre + DEN), probiótico más prebiótico más DEN (Pro + 

PRE + DEN). 

 

En graficas de la figura 20 se observa que en los grupos Pro + Pre + DEN y Pre + 

DEN se encuentran por debajo del porcentaje presentado en el control positivo, 

indicando una tendencia a disminuir el daño causado por el DEN. Esto sugiere un 

papel muy importante en la administración de inulina, que, aunque no muestra una 

diferencia estadísticamente significativa, el porcentaje de daño fue menor en 

comparación con el control positivo. 

El tamaño de los nódulos es un factor importante en el desarrollo del CHC, por lo 

que la influencia del tratamiento en el tamaño del nódulo se presenta en la siguiente 

gráfica (figura 21): 
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Figura 21.- Nódulos mayores de 1mm2: a) control positivo (Ctrl. Pos.)  b) probiótico más DEN (Pro 

+ DEN), c) prebiótico más DEN (Pre + DEN), probiótico más prebiótico más DEN (Pro + PRE + DEN). 

 

En la figura 21 se muestra la cuantificación de todos los nódulos mayores a 1 mm2  

de cada grupo, el menor número de nódulos se presentó en el grupo Pro + Pre + 

DEN, en comparación de los demás grupos que incluye el control positivo, mediante 

la prueba de U de Mann- Whitney se obtuvo un valor de p = 0.012. , lo que nos 

indica un diferencia estadísticamente significativa; por lo tanto, la administración del 

simbiótico reduce el desarrollo del tamaño de los nódulos formados por el 

carcinógeno en este modelo; el grupo Pro + DEN también presento diferencia 

estadística con respecto al grupo Pro +Pre + DEN con un valor de p = 0.003, 

posteriormente se determinó el promedio del tamaño de los nódulos superiores a 1 

mm2 por grupo como se muestra en la siguiente grafica  (figura 22).  
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Figura 22.- Tamaño promedio de los nódulos superiores a 1 mm2. a) control positivo (Ctrl. Pos.)  b) 

probiótico más DEN (Pro + DEN), c) prebiótico más DEN (Pre + DEN), probiótico más prebiótico más 

DEN (Pro + PRE + DEN). 

Se midió el tamaño de los nódulos y se seleccionaron los de mayor tamaño por 

grupo, se obtuvo el promedio de estos nódulos y se representan en esta gráfica 

(figura 22): el grupo Pre + Pro + DEN tiene el menor promedio de nódulos superiores 

a 1mm2, a comparación de los otros grupos Pro+ DEN y Pre DEN; mediante la 

prueba de U de Mann-Whitney se obtuvo un valor de p = 0.004 entre el grupo Ctrl. 

Pos. y el grupo Pro + Pre DEN lo que nos indica una diferencia estadística 

significativa, donde el grupo simbiótico tiene el menor porcentaje de nódulos 

mayores a 1mm2, los nódulos del grupo control positivo fueron los más grandes y 

se podían observar macroscópicamente como se observó anteriormente en la figura 

15, pero debido al daño causado al tejido por el DEN, no fue posible fijarlos al 

portaobjetos para su análisis y ser evaluados, ya que el tejido se desintegraba con 

la manipulación. 

A pesar de que en el tratamiento con el simbiótico se obtuvo un mayor número de 

nódulos por cm2 en comparación con el control positivo, los nódulos desarrollados 
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en el grupo simbiótico fueron más pequeños, como se muestra en la figura de 

nódulos/cm2. El valor acumulativo del % área GGT positiva en el grupo simbiótico 

fue 50 % menor que el grupo DEN, que presentan pocos nódulos de gran tamaño.  

Para poder observar el daño causado por el carcinógeno en el tejido así como el 

efecto de la administración de los tratamientos, se realizaron las técnicas de tinción 

para los tejidos de hematoxilina-eosina y tricrómica de Masson (figuras 23 y 24). La 

aplicación de estas técnicas histológicas permitió apreciar la estructura del 

parénquima, así como algunos organelos de las células hepáticas. En las siguientes 

imágenes se observan cortes de hígado, correspondientes a cada grupo de 

tratamiento.  

 

  

 

 

 

 

 

                                                                               

 

 

 

 

 

 

Figura 23.- Cortes histológicos de hígado teñidos con hematoxilina-eosina de los grupos con 
tratamiento sin carcinógeno, tomadas con el objetivo 10x: a) Ctrl. Neg, b) Pro, c) Pre, d) Pro + Pre. 
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Las flechas indican las venas centrales, mientras que los círculos indican la arteria, el conducto biliar 
y la vena porta.  

 

 

En esta figura se puede observar la estructura del lobulillo hepático (figura 23 a), los 

hepatocitos, que es la unidad estructural del tejido hepático, se muestran 

acomodados en formas de hileras sin irrupciones, que rodean a la triada (tracto 

portal) marcada con un círculo, se le llama comúnmente así al conjunto de los 

conductos de la arteria hepática, vena porta y conducto biliar.  

También se puede observar la vena central marcada con una flecha en las 

imágenes a, b y d; los núcleos de los hepatocitos están teñidos con azul y el 

citoplasma de color rosado, estas imágenes pertenecen a los diferentes 

tratamientos sin la adición de DEN. Todas presentan una estructura similar al grupo 

control negativo, por lo que los tratamientos no afectan la estructura del tejido 

hepático. 

 

En la figura 24, se observa la estructura de los hígados en los grupos administrados 

con DEN, en la imagen a perteneciente al grupo control positivo, se observa una 

pérdida total de la estructura del tejido hepático que se encuentra alrededor de la 

vena central marcada con una flecha, esto se debe al crecimiento descontrolado de 

los hepatocitos. En las imágenes b, c y d de la figura 24, también se observa una 

disrupción en la estructura del tejido, pero en comparación con el control positivo, 

es menos marcada, lo que se atribuye al efecto de los tratamientos con probiótico y 

prebiótico, así como la combinación de ellos. Esta técnica histológica se 

complementa con la técnica tricrómica de Masson (figuras 25 y 26) para poder 

observar la formación de colágeno en el tejido hepático.  
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Figura 24.- Cortes histológicos de hígado teñidos con hematoxilina eosina de los grupos con 
tratamiento y con carcinógeno tomadas con el objetivo 10x. Las flechas indican la vena central a) 
control positivo, b) probiótico más DEN, c) prebiótico más DEN, d) probiótico más prebiótico más 
DEN. 
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Tinción de Masson  

En la figura 25 se puede apreciar la estructura del tejido en los grupos 

experimentales sin la administración del DEN, los tratamientos no muestran daño, 

se observa una arquitectura normal tomando en cuenta el control negativo. Se 

señala en círculos la triada y mediante una flecha las venas centrales, este tipo de 

técnica nos permite además observar de color azul el tejido conjuntivo, que en este 

caso se ve por la composición de las arterias y venas que están presentes en el 

lobulillo hepático. Durante la administración del DEN, los tejidos de las siguientes 

imágenes (Figura 26) se observa una coloración más pronunciada debido a la 

formación de tejido cicatrizante formado por colágeno tipo 1 que se tiñe de color 

azul que rodean los hepatocitos dañados que conforman los nódulos, así como el 

engrosamiento de los conductos del tejido hepático. 
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Figura 25.- Tinción de Masson, fotos tomadas con el objetivo 10x. a) Ctrl. Neg. , b) Pro, c) 
Pre, d) Pro + Pre; las flechas indican las venas centrales mientras que los círculos indican 
la triada hepática. 
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Figura 26- Tinción de Masson, fotos tomadas con el objetivo 10x. a) Ctrl. Pos., b) Pre + DEN, c) Pro 

+ DEN, d) Pro + Pre + DEN.  

En la figura 26 se puede observar de color azul, la acumulación de colágeno 

alrededor de los hepatocitos dañados que forman los nódulos, esta fibrosis es tejido 

cicatrizante compuesto por colágeno provocado por la administración del 

carcinógeno DEN. La formación de este tejido es una etapa que precede al 

desarrollo del hepatocarcinoma. En las figuras b, c y d que representan los distintos 

tratamientos se puede apreciar una ligera formación de colágeno que rodean los 

nódulos a comparación del control positivo, por lo que esta diferencia de daño es 

visible por el tratamiento con DEN y con la administración de bifidobacterias e 

inulina.  
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Discusión 

La tendencia de la pérdida de peso de las ratas usando el modelo de 

hepatocarcinogénesis química de Schiffer, fue similar al reportado por otros autores 

(Limeta, 2014; Martínez, 2014; Molina et al., 2014) donde se observó una 

disminución de peso en los grupos a los que se les administró DEN. 

Asi mismo, en los grupos administrados con el carcinógeno DEN, se observó el 

fenómeno de hepatomegalia descrito por Molina y colaboradores (Molina et al., 

2014), a partir de los datos de la relación del peso de los hígados con respecto al 

peso de las ratas. Esta relación es mayor en los grupos con DEN en comparación 

con los grupos sin carcinógeno, debido posiblemente al crecimiento descontrolado 

de células hepáticas, que es una característica de la enfermedad y por lo tanto la 

formación de nódulos. El menor porcentaje fue representado por el grupo 

administrado con prebiótico, que es comparable con los datos obtenidos por Amato 

y colaboradores, en la cual en una dieta adicionada con inulina, se obtenía una 

relación similar de hígado y peso en cuanto a sus tratamientos (Amato et al., 2017). 

Se sabe que la inulina provee un efecto bifidogénico, esto sugiere un papel muy 

importante en la administración de Bifidobacterium adicionado con inulina como ya 

se ha visto en este trabajo. El tracto gastrointestinal es el órgano inmunitario más 

grande del cuerpo humano, lugar donde colonizan las bifidobacterias así como el 

mayor número de células inmunitarias en el cuerpo. Estos microorganismos 

probióticos son capaces de estimular el sistema inmunitario, más específicamente 

a los linfocitos CDT8+ (Rong et al., 2017), esta clase de linfocitos son llamados 

citotóxicos y ayudan al organismo eliminando las células que presentan alguna 

anomalía o infección, en este caso células afectadas por el DEN. Además estimula 

la producción de linfocitos TCD4 o linfocitos helper y la producción linfocitos natural 

killer (NK). Los linfocitos de este tipo son especialistas en la destrucción de células 

cancerosas, tomando en cuenta esto y las etapas del desarrollo del CHC, la acción 

del tratamiento simbiótico interviene en la fase de promoción del CHC, en la que la 

producción de estos leucocitos ayudan a destruir la células cancerígenas, producto 
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de la iniciación mediante la administración del DEN, lo que provocó que  el tamaño 

de los nódulos se disminuyera. Es una posible respuesta a la disminución del 

tamaño del nódulo y no al número de estos, como se observó en los resultados 

presentados.  

El uso de bifidobcterium sp. nos indica que se trabajó con las características propias 

del género, tomando en cuenta este aspecto, los beneficios que se observaron en 

el modelo de CHC son atribuidas a una o varias de las 80 especies que se han 

identificado hasta el momento. Es también una oportunidad para realizar un estudio 

más destallado tomado en cuenta la identificación por especie de la bacteria como 

podría ser Bifidobacterium longum una de las cuales presenta características mas 

prometedoras en las afecciones del hígado.  

El número de nódulos superiores a 1 mm2 que presentó el control positivo, superó 

a los demás tratamientos. Los nódulos de menor tamaño se encontraron en el 

tratamiento con probiótico más prebiótico (Pro + Pre) y el nódulo más grande se 

encontró dentro grupo control positivo ya que se podía observar 

macroscópicamente, en comparación de los que se desarrollaron en los demás 

grupos. A pesar de que el grupo Pro + Pre + DEN presentó la formación de los 

nódulos más pequeños, el número de nódulos por cm2 fue superior a los demás 

grupos. Sin embargo, en la cuantificación del área total dañada fue 50 % menor que 

el control positivo, lo que representa una ventaja tomando en cuenta la agresividad 

y el periodo de formación del CHC mediante el carcinógeno utilizado. 

Gracias a las técnicas histológicas como la tinción tricrómica de Masson, se observó 

el tejido conectivo y la formación de nódulos, en donde los cortes pertenecientes a 

los grupos Pro + DEN, Pre + DEN y Pro + PRE DEN mostraron una disrupción de 

la estructura normal hepática y la formación de tejido cicatrizante mostrado de color 

azul observándose en menor medida en los tratamientos que en el control positivo. 

Dentro de esos grupos, el perteneciente al tratamiento con prebiótico fue el grupo 

con la menor presencia de tejido cicatrizante, esto puede deberse a una menor 

producción de moléculas que promueven la inflamación, producidas por la 

presencia de polisacáridos bacterianos, que son capaces de atravesar la barrera 
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del intestino y llegan al sistema portal dada la condición de las ratas por el DEN. La 

variación de los distintos cortes por grupo puede atribuirse a una variación que 

existe en cada individuo, uno de los problemas que hace al cáncer una enfermedad 

tan variable, así como la búsqueda de nuevas formas de prevenirlo. 
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Conclusiones  

Se obtuvo un cultivo puro de Bifidobacterium sp. a una concentración de 1x109  

UFC/mL. Se corroboró su pureza mediante la tinción de Gram y con ayuda del 

microscopio se observó su morfología característica del género.  

Se observó la formación de nódulos en los hígados de las ratas administradas con 

el carcinógeno DEN siguiendo el modelo de Schiffer.  

La administración del simbiótco (probiótico + prebiótico) mostró un efecto protector 

para el desarrollo de CHC, los resultados obtenidos en este estudio son 

satisfactorios tomando en cuenta la agresividad del carcinógeno DEN no así la 

administración del probiótico o del prebiótico de forma individual. 

El ensayo enzimático de la GGT permitió detectar las lesiones en el hígado 

inducidas con DEN, donde el grupo al que se le administró el tratamiento simbiótico, 

generó nódulos más pequeños y una menor superficie de daño hepático, por lo que 

la influencia del tratamiento ayuda de manera positiva en la generación de nódulos 

preneoplásicos.  

Las tinciones histológicas del tejido hepático permitieron observar cambios en la 

estructura de los lobulillos hepáticos en función de los tratamientos sobre el 

desarrollo de nódulos hepáticos. 
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